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Einleitung 

Fibrinogen ist der zenlrale Effektor der Blutgerinnung. Am 
Ende der endogenen sowie der exogenen Blutgerinnungskaska- 
de steht die Aktivierung von Thrombin, die thrombinkatalysier- 
te Abspallung der Fibrinopeptide A und -B vom Fibrinogen und 
die damit erfolgende Umwandlung in Fibrinmonomere, Diese 
polyraerisieren dann spontan zum Fibringerinnsel, das sekundar 
liber die ebenfalls durch Teile der Blutgeriiimmgskaskade akti- 
vierte calciumabhangige Transglutaminase (Faktor XIII) mil 
Peptidbindungen kovalent vertaiOpft wird. Das quervemetzte 
Gerinnsel kann nur noch durch proteolytische Spaltung mit 
Plasmin wieder abgebaut werden (Pacques, 1989). 

Das -330 kDa grofie Fibrin- und das -340 kDa groBe Fibri- 
nogenmolekul bieten dem Flasmin mehrcre spezifische Spalt- 
stellen, an denen die Proteolyse mit unterschiedlicher Kinetik 
ablfcift (Abb. 1). So entstehen bcim Hund analog dem Men- 
schen aus Fibrinogen zunachst die groBen, „fruhen" Spaltpro- 
dukte: die X-Fragmente mit Molekulargewichten von 254- 
319 kDa, die Y-Fragmente mit Molekulargewichten von 
146-196 kDa und ein kleines Spaltprodukt: das F-Fragment mit 
Molekulargewichten von 31-42 kDa, das in der vorliegenden 
Arbeit nicht berucksichtigt vvurde. Alle diese Fibrinogenspalt- 
piodukte (FSP) existieren nur vorttbergehend und werden wel- 
ter abgebaut Mit etwas langsamerer Kinetik entstehen die 
„sp5ten" FSP: die D-Fragmente mit Molekulargewichten von 
85-1 12 kDa und die E-Fragmente mit 43-^52 kDa. Einige die- 
ser D- und E-Fragmente sind stabil und unterliegen keiner wei- 
teren, erkennbaren Proteolyse (Mischke und Wolling, 1994). 

Beim Hund wird die Messung der FSP als ein rcgelmaBig ange- 
wandtes Nachweisverfahren bei Verdacht auf eine gesteigerte Fi- 
brinolyse durchgeffihrt - in erster Linie zur Diagnosestellung und 
Verlaufskontrolle einer Verbrauchskoagulopathie mit sekundSrer 
Hyperfibrinolyse. Primare Hyperfibrinolysen treten beim Hund 
nurselten auf (Slappendel, 1988; Mischke und Nolte, 1992). 

Entstehung, Funktion und Aufbau sind bei naenschlichen FSP 
sehr gut untersucht und dokumentiert (Gaffney, 1977; Furlan 
1988). Anders ist es bei den caninen FSP, die im veterinarme- 
diziniscben Labor in der Regel als identisch zu den humanen 
FSP betrachtet werden (Slappendel, 1988; Hammer et al., 
1991). Die zur FSP-Messung eingesetzten Agglutinationsas- 
says verwenden eine hochspezJfische Eigenschaft - die Erken- 
nung bestimmter OberflSchenstrukturen (Epitope). Die Ober- 
prflfung von Kreuzreaktivitiit und Sensitivitat der zur 
BesUmmung humaner FSP hergesteltten FSP-Testsysteme, so- 
wie die Oberpnlfung des Einflusses einzelner FSP auf die ver- 
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schiedenen im Labor verwendeten Gerinnungstests erforderte 
die Praparation der caninen FSP und deren Aufreinigung bis zu 
einer hohen RemheiL 

Ein erster Schritt waren die kinetischen Untersuchun^n 
(Mischke und Wolling, 1994) in denen die jeweiis optimalen Be- 
dingungen und Stoppzeitpunkte filr eine weitergehende chiomato* 
graphische Reinigung der „frUhen M ESP (X- und Y-Fragmente) 
und der „spaW FSP (D- und E-Fragmente) ermittelt wurden. Im 
folgenden Schritt wurden verschiedene chromatographische Me- 
thoden eingesetzt, urn aus den jeweiis spezifisch angereicherten 
Fragmenildsungen einzelne, reine FSP zu isolieren. 
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Abb. I Schema zur Entstehung der caninen FibrinogeaspaUprodukie 
(FSP). Bis auf die nur in Spuren auftretenden Xr und X-Fragmente 
werden immer die grSBten Subfragmente eines Spaltproduktes darge- 
stellL Die groBen Pfeile geben die primSren Spaltungen imd dabei ent- 
stehende Produkte an, die kleinen Pfeile nachfolgcnde Abspallungen 
von Fibrinopeptiden, die zu kleineren FSP der gleichen Gmppe fiihrcn. 
Zur Darstellung der Molekule: Die Balken reprfiseniieren die Arnlno- 
saureketten, die dtlnncn Linien die DisulfidbrOcken und Kreise mit KH 
die Kohlenhydratseitcnkeuen. Die gerasterten Balkenteile sind bei dem 
kleineren angegebenen Fragment abgespalten 



Fragmente Y^-Yj, 
(MQ: 196- /156kDa) 
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Material und Mcthodcn 

A) HersteHong von canincm Fibrinogen: 

Klinisch gesunden Himden (Beagles) wurde Blut entnommen und 
mit 0,01 1 M NaCitrat als Antikoagulanz veisetzL Das nach Zen- 
trifugation (20 rain, 2000 g,4°C) erhaltene plattchenarme Plasma 
wurde durch eine 3x durchgefOhrte GI yctnfallung nach Kazal et aL 
(1 963) bis zur elektrophorctisch kontrollierten > 95%igen Reinheit 
angerd chert (Mischke und Wolling, 1994). Zur Entfemung des 
restlichen am Fibrinogen gebundenen Ca 2+ wurde nach der 1. und 
der 2. F211nng Resuspensionspuffer mit 5 mM NadEDTA zugege- 
ben und restliches EDTA und Ca*EDTA mit der 3. Fallung, Auf- 
losen des Sediments in EDTA-freiem Puffer und nachfolgender 
20stundiger Dialyse gegen 50 mM Tris; pH 7,4 + 0,9% NaCl + 
0,025% NaN3 entfemL 

B) Spaltungsansafzc: 

10 mi des so hergesteliten Fibrinogen-Konzentrates (entspre- 
chend 150-200 mg Protein) wurden filr einen Spaltungsansatz 
venvendet und ein Teil der AnsStze mit 20 uj einer 0,1 M 
CaCh-Stammlosung auf 0,2 mM CaCh eingestellt 

Pro 100 mg Fibrinogen wurde mit 10 CU (Casein Unit) Plas- 
min (Chromogenix AB, Haemochrom GmbH, Essen) bei 37 °C 
im Wasserbad gespalten und die Proteolyse zur Gewinnung der 
frOhen FSP (X und Y) nach 3,5 min durch Zusatz von 2000 
KIU (Kallikrein Inhibitor Unit) Aprotinin/ml (Handelsname 
Trasylol, Bayer Leverkusen, Serinproteaseninhibitor, Ki » 
I nM fllr Humanplasmin) unterbrochen. 

Zur Gewinnung der kleinen, bzw. spSten FSP (D und E) wur- 
de ein identiscber Aiisatz Uber 1-2 h bei 37 °C mkubiert und 
analog durch Zugabe von Aprotinin gestoppt 

Abweichend von der zunSchst gewahlten Vorgehensweise 
(Mischke und Wolling, 1994) enthielten die meisten Spaltungs- 
ansatze den oben angegebenen Zusalz von 0,2 mM Ca 2 \ da 
durch Ca 2 * beim Hund (Wolling und Mischke, 1995) - wie 
auch bei anderen Spezies (Ly und Godal, 1973; Haverkate und 
Timan, 1977; Marguerie, 1977) - eine Stabilisierung bestimm- 
ter X-, Y- und D-Fragrnente eintrat und so weniger Subfraktio- 
nen dieser Fragmente entstanden. Dies erleichterte die Aufrei- 
nigung und entsprach zudem den physioiogischen Bedingungen 
(Hundeplasma enth&lt 1,22-1,44 mM ionisiertes [freies] Ca 2+ 
[Moller, 1992]). 

C) Chromatographisches Gerat und Material: 

Zur Aufreinigung der FSP wurde eine praparative Niederdruck- 
Chromatogmphiestation (bis 5 bar) von Pharmacia (Freiburg), 
bestehend aus einem LC-ControlJermit binSrem Gradientenmi- 
scher (GP10), einer Niederdruck-Kotbenpumpe (P50), einem 
UV-Monhor (S1I) und einem FraktJonensammler (Redifrac 
200) eingesetzt Die Anlage wurde bei Raumtemperatur (20- 
24 °C) betrieben. 

Zur VerfUgung standen einmal eine bereits gepackte Super- 
dex 200 pg-Saule (Molekularsieb, Lange: 60 cm, Durchmessen 
2,6 cm, Trennbereich: 400-30 kDa, GeHoigeldurchmessei: 
-40 urn, Pharmacia) sowie eine ebenfalls firmenseitig gepackte 
MPLC-Saule mit dem hochaufldsenden Anionentauscher Frac- 
togel EMD DEAE (S) (in ..Superformance^-SMe; Lange: 
15 cm, Durchnt: 1 cm, M Tentakelgel M mit einem Gelkugel- 
durchmj von -10 |im, Merck, Darmstadt). 

Weiterhin wurden selbstgepackte SSulen mit Hydroxyapa- 
tit (Bio-Gel HT, BIO RAD, MUnchen; Lange: 20 cm, 
Durchm.: 1,6 cm), das Chromatofokussieningssystem 
PBE94 mit PB74 und PB96 (Lange: 32 cm, Durchm.: 



1,4 cm, Pharmacia) und eine C5-Alkylsuperosc HR-Saule 
(LSnge 5 cm, Durchm.: 0,5 cm, Gelkugeldurchm.: -13 jam, 
Pharmacia) eingesetzt* 

D) Preparation relncr FSP: 

Alle im folgenden Abschnitt beschriebenen Trennungen wur- 
den mit nur zwei Laufmitteln durchgefUhrt (TRA = Triathano- 
Iamin, Puffer, pK a « 7,76): 

Laufmiltel A: 20 mM TRA + 0,025% NaN 3 ; pH 7 A 

Laufmittei B: 20mM TRA + 1 MNaCI+ 0,025% NaN3;pH 7,4 
Bei alien Laufen mit frflhen Spaltprodukten wurde zur Verhin- 
derung einer weiteren Spaltung durch Plasmin dem Laufmittei 
A nach 80 KIU Aprotinin/ml zugesetzt. Aprotinin stOrte als 
kleines Protein (M r = 6511) mit alkalischem isoelektrischen 
Punkt (pi: 10,5) in den Trennungen nicht 

Reinlgung mit Superdex 200 pg: Um eine optimale Auftren- 
nung zu gewahrleisten, sollte das Probenauftragsvolumen klei- 
ner als 14 ml sein. Eluiert wurde mil etwa 330 ml 20 mM TRA 
+ 100 mM Nad; pH 7,4 und 1,5 rruYmin FluOgeschwindigkeit * 
Die proteinhaltigen Fraktionen (mit Ext > 0,05 OD [Optical 
Density]) wurden in 6 ml Portionen gesammelt 

Reinigung mit Fractogel EMD DEAE (S): Die Salzkonzen- 
tration des Probenauftrages sollte kleiner als 70 mM NaCl sein, 
da sonst erhebliche Mengen (> 10%) von Da mit durchlaufen 
konnetL Ira AnschluB wurde mit 20 ml Laufmilte] A gespiilt 
Probenauftrag und SpUlen wurden mit einer FluOgeschwindig- 
keit von 1,6 mt/mtn durchgefUhrt, alle nachfolgenden Schritte 
mit 1,4 ml/mi ru Zur Elulion der Proteine wurden je nach Frage- 
stellung zwei verschiedene Verfahren angewendet: 

- Bei der Reinigung von spaten Spaltprodukten (D und E) wur- 
den die Fragmente mit 100 ml eines Salzgradienten von 50- 
300 mM NaCl (in 20 mM TRA, pH 7,4) eluiert Das protein- 
haltige Eluat wurde in 6 m!-Fraktionen gesammelt . 

- Bei Einsatz der frflhen Spaltprodukte wurde der Anionentau- 
scher nur zur Konzentrierung venvendet Somit wurden alle 
auf der SSule gebundenen Proteine nach SpUlen mit 20 ml 
Laufmittei A mit einem 0,4 M NaCl Stufengradienten in ei- 
nem schmalen Peak eluiert, welcher - soweit moglich - in 
einem Rohrchen (max. 12 ml) aufgefangen wurde. 

Die SSule wurde mit 20 ml Laufmittei B gereinigt und mit 
-60 ml Laufmittei A wiederequilibriert 

E) Elektrophoretlsche Oberwachung: 

Jede chromatographische Trennung (nicht die Konzentrierun- 
gen) wurde mit Hilfc einer unter nichtreduzierenden Bedingun- 
gen duichgefUhrten SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(SDS-PAGE, Puffersystem nach Weber uad Osborne [1969] 
und Laemmli [1970]) flberwacht FUr die frflhen FSP wurden 
Gele mit T% = 7,5% I Q% * 3%, fllr die spSten FSP Gele mit 7% 
s= 10% / C# = 3% venvendet. Trennung und Farbung erfolgten 
analog zu Mischke und Wolling (1994)* 

F) Bestimmung der Proteinkonzentraf ion: 

Die Proteinbestimmungen wurden mit dem CBB-AdhSsionsas- 
say nach Bradford (1976) mit Hilfe einer kornmerziellen F2rbe- 
losung (BIO RAD, Mflnchen) durchgefiihrt (Makrotestansatz, 
Mittelwerte aus 3-6fach-Bestimmungen). Als Referenz fur die 
jeweils mitgefflhrte Eichkurve (0,1-1^ mg Protein/ml) wurde 
ein selbst hergestellter caniner Fibrinogenstandard (2,2 mg/ml) 
venvendet, dessen Bezugskonzentration als Median einer 
IOfach„Mje^xrng_nachJacjobsson.(i955)_6^^jl 
mittelt und mit dem CBB-Adhasionstest gegen eine Referenz 
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aus einer I mg : I mg Mxschung eines BSA- und IgG-Standards 
(BIO RAD) (x « 2,26 pg/ml) bcstHtigt wurde . 

Ergcbnisse 

Die Chromatographic friiher und spater FSP ergab weder mit 
Hydroxyapatit noch mit der Chromatofokussierung eine befrie- 
digende Trennung. Auch unter optimierten Bedingungen (fUr 
Hydroxyapatit Elution der FSP mit 120 ml Phosphatgradient 
von 20-160 mM Natriumphosphat, pH 7,4 und fDr Chromato- 
fokussierung: Probenauftrag auf eine mit 20 mM TRA, pH 8,0 
equilibrieiten PBE94-Siiule, Elution mit 500 ml einer 1 : 10 
verdllnnten, nut 1 M HCI auf pH 4,0 eingestellten 4+1 Mi- 
schung aus PB74+PB96) eluierten immer mehrere Komponen- 
ten gleichzeitig. 

Eine Hydrophobe lnteraktionschromatographie(HlQ-Tren- 
nung mit C5-AlkyIsuperose war nicht durchfUhrbar. Bis zur Io- 
nenkonzentration von 2 M NaCl ergab sich keine Abschexdung 
auf das Gel. Ein Wechsel auf 1,5 M Natriumphosphat, pH 7,4 
fDhrte zu einer irreversiblen Ausfallung der FSP auf das Gel ma- 
terial und damit zum Abbruch dieser Versuche. 

Mit dem Anionentauscher JleB sich nur bei den spaten FSP 
eine gute Trennung erzielen (s. u.), die frilhen FSP eluierten, 
wie beim Hydroxyapatit, dtcht aufeinander (zwischen 140 und 
220mMNaa). 

Die FSP X und Y konnten jedoch mit Hilfe einer Gelchroma- 
tographie (Molekularsieb) fiber die Superdex 200 pg-S5ule ge- 
trennt werden. Die auch hier nur geringe Aufl&sung machte 2 
bis 3 Rechromalographien fiber Superdex 200 pg bis zur SDS- 
elektrophoretischen Reinheit (> 95%) notwendig. 

Die Fraktionierung der fruhen FSP fiber Superdex 200 pg 
ergab folgendes Bild (Abb. 2); 

Derdirekt nach dem AusschluBvolumen derSaule (V o ~120 ml) 
eluierende, meist mit zwei Schultern versehene Hauptpeak wurde 
in drei Teile mitannahemd gleich groBem Volumen aufgeteilt: Teil 
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I war im wesentlichen ungespaltenes Fibrinogen (V e -137 ml), 
Teil 2 Obervviegend Fragment X (V c ~147 ml) und Teil 3 tiberwie- 
gend Fragment Y (V e -162 ml}. Der sich anschlieBende zweite 
breite Peak bestand aus den verschiedenen D-Fraktionen (s. u., V c 
-1 95 ml) und den sich unter der abfallenden Flanks des Peaks ver- 
bergenden geringen FSP E- und deutlichen FSP F-Mengen. Die 
restltchen kieinen Peaks enthieiten nur geringe Quantitiiten kleine- 
rcr SpakstOcke (< 20 kDa), die nicht untersucht worden sind. 

Die Reinigung der FSP X und Y wurde dutch folgende Se- 
quent erreicht: 

Die Mischung frtiher FSP wurde mit dem o. a. Molekutar- 
sieblauf fiber Superdex 200 pg vorgetrennt (Aufteilung in drei 
Pools: Fibrinogen, X-Fragment und Y-Fragment) und in einer 
Serie von drei kurzen Laufen jeder der drei Pools nut einem 
Stufengradientenlauf fiber Fractogel EMD DEAE (S) aufkon- 
zentriert. Die so konzentrierten Pools wurden zur weiteren Rei- 
nigung wieder in einen Molekularsieblauf mit Superdex 200 
eingesetzt und erneut fraktioniert (Beispiei: Abb. 3). Nach drei- 
maligem Durchlaufen dieses Zyklus aus Trennung und Kon- 
zentrierung Iagen alle drei Komponenten in Konzentraten (Vo- 
lumina von 4-14 ml mit 1,5-4,5 mg Protein/ml) vor, die auf 
einen Gehalt von > 95% angereichert waren (Kontrolle liber 
SDS-PAGE). 

Aus einer Preparation frfiher Spaltprodukte aus 150 mg Fibri- 
nogen wurden so 

- 49 mg Rbrinogen (= 32,7%), 

- 35 mg Fragment X (= 23,3%) und 

- 6,9 mg Fragment Y (= 4,6%) erhalten (Summe = 60,6%). 

Der Pool der Fragmente D bis F im zweiten Peak enthielt ohne 
weitere Reinigung insgesamt 29 mg Protein (= 19,3%). Im Ver- 
Iauf der Aufarbeitung trat ein Vertust von etwa 1/5 (20,1%) des 
eingesetzten Proteins auf. 
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Abb. 2 Gelchromalo- 
graphie von frOhen H- 
brinogcnspaJtprodukten 
fiber Superdex 200 pg 
(6072,$). Die dicke li- 
nic gibt die Extinction 
(bei 280 nm) .wieder, 
die dttnncn Uoien die. 
aus dea analytischen 
SDS-PAGE-Laufen er- 
mittelteo Anteile der je* 
wcils reinen Fragmentc. 
(Vo ist das AusschluB- 
volumen der SSule = 
das Volumen bei dem 
alle MolekOIe eluieren, 
die grdBer als die obcre 
Trenngrenxe (600 kDa) 
sind. V, (s « Salz) Ut 
das Volumen, bei dem 
allcMolcttlle. die klei* 
ncr als die untere 
Trenngrenze (10 kDa) 
sind, eluieren.) 
Fgn. = Fibrinogen 
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12ml Proben- Elution mit 20mM TRA + 100mM NaCl ; pH 7 f 4 

auftrag ♦ 0,026% NaN 3 + 80KIU Trasylol/ml 
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Der Fibrinogenpool bestand im wesentlichen aus 2 nahe bei- 
einanderliegenden Banden (einer starlcen bei 340 kDa und einer 
schwachen bei 314 icDa) und 3 sehr schwachen, hochmoleku- 
laren Banden (zusammen <4%). 

Das gereinigte Fragment X envies sich im SDS-Gel als aus 2 
etwa gleichstarken Banden (X2 bei 314 kDa und X3 bei 
28! kDa) bestehend. Einzige Veranremigung war ein Rest Fi- 
brinogen (<3%). 

Das Y-Fragment IieB sich in einer Bande (Yi bei 196 kDa) 
mit geringer Verunreinigung durch Reste von Fragment X und 
Fragment D (jeweils < 2%) darstellen. 



In alien 3 gereinigten Frakttonen konnten auBerdem noch 
Spuren niedermolekularer Verunreinigungen (30-63 kDa) be- 
obachtet werden (gesamt immer < 2%). 

Die Molekularsiebtrennnng der spgtcn FSP-LOsung ergab 
folgendes Bild (Abb. 4): Der erste Hauptpeak (mit Fibrinogen, 
FSP X und Y) fehlte hier vollstandig - abhangig von der noch 
vorhandenen FaktorXHI-Aktivitat erschien ein unterschiedlich 
groBer D-Dimer Peak. Das restliche Protein fand sich in dem 
nun sehr groBen D-Fragment-Peak mit dem Fragment E in der 
abfallenden Flanke, einer ausgeprSgten Schulter aus einem Rest 
F-Fmgment und in 2 grtSBeren Peaks mit kleinen FSP vvieder. 
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12ml Proben- Elutton mit 20mM TRA ♦ 100mM NaCI s pH 7 t 4 

auf trag ♦ 0,025% NaN 3 ♦ 80KIU Traaylol/ml 



Abb. 3 1. Rechromatographie 
des caninen Y-Fragment-Pools 
tiber Superdex 200 pg (60/2,6) 
nach Konzentriemng flber 
Fractogel DEAE (S). Man er- 
kennt die Anrcichcning von 
Fragment Y, das nun als Peak 
eindeuiig crkennbar ist (Ab- 
kQizungen: s. Legends 211 
Abb. 2) 
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auftrag ElutIon mlt 20mM TRA ♦ lOOmM NaCI ♦ 0,025%NaN 3 ;.pH 7,4 



Abb. 4 Gdcbromatographie 
von spSten Fibrinogenspalt* 
produkten Obex Superdex 200 
pg (62/2,6). Die Eluiionsvolu- 
mina sind aufgrund der etwas 
graSeren SSule und der kleine- 
ren Molekulargewichte etwas 
grBfier als in Abb. 2. Die Tren- 
nung von D- und F-Fragmen- 
ten ist durch die hdhere Homo* 
genitat der D-Fragmente und 
die vermindene F-Dimerbil* 
dung (kleineres F-Fragment) 
besser. (Abkttizungen: s. Le- 
gende zu Abb. 2) 
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Bei den kleineren Spaltprodukten war die Tiennung im ver- 
wendeten, sehr hocb auflosenden Tentakel-Anionentauscher 
deuilich besser. ZusSrzlich zu einer hier fast schon Basislinien- 
Trennung der FSP D und E in einem Lauf (Abb. 5), erhielten 
wir eine Aufspnltung der D Fragmente in drei Subfraktionen 
(Da» Db, Dc), deren relative Anteile abhSngig von den Herstel- 
lungsbedingimgen (Spaltungsdauer, mil oder ohne Ca 2+ ) waren. 
Durch einmalige Rechromatographie des E-Pools Jiefi sich hier 
reines (> 95%iges) Fragment E herstellen. Die D-Subfraktionen 
waren nach dreimaliger Rechromatographie weitgehend rein 
dargestellt (> 92%), Alle drei D-ftagmente waren stabil und 
wandelten sich nicht ineinander urn. Bis auf das Dc-Fragment 
der Spallung ohne Ca 2 * (a FSP D4 mit einem MG von 
-85 kDa) unterschieden sie sich jedoch nicht erkennbar im Mo- 
lekulargewicht (= FSP Di mit -1 12 kDa). 

Die E-Fragment-Prtfparationen dagegen waren chromatogra- 
phisch homogen. Nach SDS-PAGE wurde eine dominierende 
Bande (> 90%) und 2-4 sehr schwache Nebenbanden gefun- 
den. Je nach Herstellungsansatz fand sich nach 3,5 min Inkuba- 
tion die dominiercnde Bande bei -49 kDa, nach 4 h Inkubation 
die dominiercnde Bande bei 43 kDa (kleineres Molekularge- 
wicht durch weitergehenden pioteolytischen Abbau). Der Zu- 
sntz von Ca 2+ in den Spaltungsansatz verSnderte die Eigen- 
schaften der isolierten E-Fragmente (im Gegensatz zu den 
D-Fragrnenten) nicht. 

Aus einer PrHparation spater SpaJlprodukte (rait 0,2 mM 
Ca 2+ ) aus 1 18 mg Fibrinogen warden so 
- 68,2 mg FSP Da, -Db, -Dc (= 57,8%X 
- 15,9 mg FSP E (= 13,5ft) erhalten (Summe = 713%). 
Im Verlauf der Aufarbeitung trat cin Vcriust von 28,7% des ein- 
gesetzten Proteins auf. Der grSfite Teil des Proteinverlustes 
(-20%) war durch Ablrennung der F-Fragmente und kleinerer 
FSP bedingt 

Diskussion 

Mehrals bei den bisherigen PrSparationen (alle FSP (human): 
Furlan und Beck, 1972; FSP Y, D (human): Nieuwenhuizen et 
al, 1983a; FSP D und E (canin): Chen et a!., 1974, 1975; Chen, 
1977) wurde Wert auf eine schonende Trennung der einzeJnen 



FSP gelegL So wurde in keinem der Praparationsschritte der 
physiologische pH-Bereicb (pH 6\&-7,5) veriassen und Trcnn- 
oder Konzentrierungstechniken (wie z, B.: Kationeritauscherfeiu- 
fe bei sauren pH-Werten (3-^5), Kllungsreaktionen mit Hitze, L5- 
sungsmitteln, Salzen oder Thrombin), die eine Veranderung der 
Struktur, einen Abbau oder gar eine Denaturierung der FSP zulas- 
sen kannten (Ugarova und Budzynski, 1992), vermieden. 

Das Problem der Trennungen bestand in der ausgeprqgten Ho- 
mogenital der zu reinigenden Spaltprodukte. Durch eine offenbar 
recht Shntiche Verteilung der Ladungen innerhalb des Fxbrinogen- 
motekDls einerseits, einer Heterogenitat der Ladungen innerhalb 
definierter Fiagmentfraktionen andererseils, war die Trennung der 
fhlhen Fragmente iiber einen Ionentauscher oder Uber eine Chro- 
matofokussierung unbefriedigend, so daB zunachst auf die Diffe- 
renzierung nach Grbfie zuriickgegriffen werden muBte. Nur die 
kleineren FSP (D und E) wiesen hinreichend groBe Ladungsunter- 
schiede fur eine Trennung Uber den An ionentauscher auf. Im Mo- 
lekularsieb ergab sich durch eine Bindungswechselwirkung zwi- 
schen D- und E-Fragmenten keine Trennung. 

Da bei humanem Fibrinogen 3 hochaffine Ca 2+ -Bindungs- 
piatze gefunden wurden, von denen 2 auf den beiden D-Frag- 
menten liegen und der 3., im E-Fragmerubereich lokalisierte, 
bei der Spaltung durch Plasmin zerstOrt wird (Ratte: Van 
Ruijven-Vermeer et aU 1978; Mensch: Lindsay et- al. v 1978; 
Nieuwenhuizen et aL, 1983b; Furlan, 1988), lag der Versuch 
einer Trennung mit dem calciumbindende MolekQIe in einem 
Aflinitatschromatographie-fihnlichen Modus bindenden Hy- 
droxyapatit (chem. = Calciumphosphat) nahe. Die caninen D- 
und E-Fragmente wurden jedoch alle stark an das Gclmatcrial 
gebunden, die E-Fragmente nur geringfUgig schlechter. Ursa- 
che kennte die - beim Molekularsieb beobachtete - Wechsel- 
wirkung zwischen den D- und E-Fragmenten sein. Diese Wech- 
selwirkung ist jedoch zu schwach, um das Bindungsverhalten 
des E-Fragmentes zu erklaren. MSglich ist auch der Erhalt der 
Ca 2+ -Bindungsstelle auf dem caninen E-Fragment. 

Die bei der Reinigung im hochauflSsenden Anionentauscher 
beobachtete chromatographischc HeterogenitSt der D-Frag- 
mente und deren Auftrennung wurde in der zugSngltchen Lite- 
ratur (auch bei humanen FSP) bisher nicht beschrieben (GafT- 
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ney t 1973; Furlan, 1988; Chen et al., I974 f 1975; Chen, 1977). 
Nach alien SpaltungsansSizen lieBen sich drei verschiedene D- 
Fraktionen Da (bei -100 mM NaCl), Db (bei -140 mM NaCI) 
und Dc (bei -180 mM NaCl) voneinander trennen. Bei Spal- 
tungsansfitzcn mit 0,2 mM Ca 2+ ergaben sich nndere Mengen- 
proportionen der drei D-Fragmente. Die Da- sowie die Db- 
Fraktionen unterschieden sich in den AnsStzen mit oder ohne 
Ca 2+ -Zusatz nicht (gleiches Molekulargewicht, gleiche Elu- 
tionsprofile). Die beiden Dc-Fraktionen enthielten jedoch ver- 
schiedene D-Fragmente. Bei der Spaltung mit Ca 2 + entstand ein 
De-Fragment mit dem gleichen MG, wie die anderen D-Frak- 
tionen (112 kDa). Ohne Ca 2+ entstand ein Dc-Fragment mit ei- 
nem geringeren MG von 85 kDa (ein Ergebnis des hier fehlen- 
den, stabilisierenden Einflusses von Ca 2+ ). 

Die in den gereinigten Fibrinogen-, FSP X- und Y-Praparaten 
nach SDS-PAGE beobachteten Spuren niedermolekularer Ver- 
unreinigungen (30-63 kDa) wurden durch Rechromatographie 
aber Supeidex 200 pg nicht abgetrennt und korrelierten mit ih- 
ren Molekulargewichten nicht mit den bekannten FSP t sondern 
mil den Molekulargewichten einzelner Aminosaureketten der 
Fraktionen (Pizzo et al., 1972; Furlan und Beck, 1972; GafTney, 
1973), so daB mit den Spuxenbanden wahrschemlich Produkte ei- 
ner walirend der Probenvorbereitung (filr SDS-PAGE) entstande- 
nen, teilweisen Abspaltung einzelner Aminosaureketten voriagcn. 

ZtisamxnenCossung 

In unserer Untersuchung wurden zunachst canine Fibrin(ogen)- 
Spaltprodukte (FSP) nach zwei optimierten Spaltungsprotokol- 
Icn hcrgcstcllL Diese entwedcr mil X- und Y-Fragmenten oder 
D- und E-Fragmenten angereicheiten Spaliproduktgemische 
wurden unter Verwendung von 2 saulenchromatographischen 
Trenntechniken (Molekularsteb und Anionentauscher) aufge- 
trennt und die FSP X, -Y, -D und -E in > 95%iger Reinheit dar- 
gestellt. Dabci konnte das D-Fragment zusntzlich in insgesamt 
4 verschiedene D-Subfraktionen aufgetrennt werden. Hydro- 
phobe Interakdonschromatographie (HIQ mit C5-A1ky Isupero- 
se und Chromatofokussierung sowie L&ife Ober Hydroxapatit 
ergaben keine zufriedenstellenden Trennungen. Die beobachte^™ 
te starke Bindung von Fragment E an Hydroxyapatit weist m6g- 
licherweise auf den Erhalt der Calciumbindungsstelle auf dem 
caninen E-Fragment hin. 
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Summary 

In the present investigation we first produced canine fibrinogen 
degradation products (FDP) following two optimized degrada- 
tion protocols. These FDP-mixtures, which were alternatively 
enriched with X and Y fragments or D and E fragments, were 
purified further to individual FDP X, -Y, -D, and -E with > 95% 
purity by the means of two low pressure column chromatogra- 
phic techniques (size exclusion chromatography and anionex- 
changer chromatography). With this techniques the FDP D 
could be separated into four different D subfractions. No satis- 
factory results were yielded by hydrophobic interaction chro- 
matography (HIQ) with C5-Alkylsuperose, chromato-focusing 
and separations with hydroxyapau'L The observed strong binding 
of fragment E on hydroxyapatit probably points to the maintenance 
of the calcium binding site on the prepared canine E-fragment 
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